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家 乍 及 萨 麻 蛋 后 丝 腺 染色 质 的 分 离 及 其 性 质 
keh 董 Kx) 笑 Har 


(中 国 科学 院 上 海 生物 化 学 研究 所 ) 


-摘要 ”本文 介绍 从 5 龄 4 天 的 家 盘 及 划 麻 恤 后 丝 腺 中 分 离 细胞 核 及 染色 质 的 方法 ,并 分 析 其 基本 特性 。 
从 家 蚕 和 药 麻 乔 后 丝 腺 中 分 离 的 染色 质 的 化 学 组 成 及 光谱 学 特性 与 高 等 动物 染色 质 相 似 。 LRT 
质 的 组 蛋白 , 非 组 蛋白 的 电泳 图 谱 , 分 离 的 染色 质 在 一 个 有 外 源 的 大 肠 杆菌 RNA 张 合 酶 的 体外 系统 中 具有 
转录 活性 。 作 者 比较 了 染色 质 的 DNA SH SKIBSAMKAR, ME TH ERE AH. BOT BAR 
及 利 福 喜 未 等 抑制 剂 对 染色 质 体外 参 人 的 影响 。 比 较 了 不 同 浓度 下 两 种 染色 质 体外 参 人 的 时 间 有 曲线 。。 “。 


染色 质 体 外 转录 活性 的 研究 是 探索 真 核 细 胞 专 一 基因 表达 调控 的 重要 手段 之 一 ， 对 
天 然 及 重组 染色 质 转录 的 研究 ,已 初步 观 弘 到 与 球 蛋 白 ,. 组 蛋白 , 卵 白 蛋 和 白 等 基因 转录 相 
关 的 染色 质 非 组 蛋白 的 作用 (Chiu, . 1977;: 0"Malley，1976,) 而 对 较 低 等 的 动物 如 昆虫 
的 单一 顺序 基因 的 表达 研究 尚 少 。。， 但 是 由 于 昆虫 有 其 特殊 的 生命 周期 ， 可 作 这 类 研究 
的 较 理想 的 材料 。 .例如 蚕 幼 虫 在 生长 到 第 .5 龄 时 ,其 后 丝 腺 细胞 合成 并 分 这 大 熏 的 丝 
心 蛋白 。 Suzuki (1976) .等 较 详 细 地 研究 子 家蚕 在 太 同 龄 期 及 5 龄 不 同 天 数 的 后 丝 腺 的 
DNA, RNA, 蛋白 质 含量 及 丝 心事 白 . mRNA 量 的 变化 。 本 文 介绍 了 家 重 及 药 麻 鼻 后 丝 
腺 细胞 具有 转录 活性 的 染色 质 的 分 离 方 法 , .分离 的 染色 质 的 化 学 组 成 等 特性 与 高 等 动物 
相近 ， 这 一 点 有 利于 进一步 研究 不 同 发 育 过 程 中 与 丝 心 蛋白 基因 表达 相关 的 染色 质 蛋白 
的 变化 及 其 可 能 的 作用 。 

材料 与 .方法 

1. 材料 来 源 : 

RB (Bombyx. mori) .由 汪 苏 省 苏州 彼 业 专科 学 校 提 供 , 龙 麻 和 《Phylosamia cynthia 
ricini) .由 中 国 农业 科学 院 蚕 业 研究 所 提供 。3H-ATP (20Ci/mM) 由 中 国 科 学 院 原子 能 研 
” 究 所 提供 。UTP，GTP，CTP， 磷酸 肌 酸 ,磷酸 肌 酸 激酶 , .酵母 . :RNA， 节 甲 基 磺 酰 氢 均 ` 
由 本 所 东风 厂 提供 。 小 牛 胸腺 DNA 及 小 牛 胸腺 组 蛋白 由 本 所 七 室 提供 。 所 用 的 玻璃 器 
MSE 120°C 烘 烤 2 小 时 ,试剂 均 用 双 蒸 水 配制 并 经 高 压 灭 菌 。 

2. 缓冲 液 . 

C1) 制备 大 肠 杆菌 RNA RAMAK. 

A. 0.05M Tris-HCI，pH8.0，0.01M MgCl, 0.lmM :二 硫 苏 糖 醇 (DTT)，0.1ImM 
乙 二 胺 四 乙酸 二 钠 (EDTA)，59% 甘油 。 

B. 0.01M Tris-HCl, pH8.0, 0.01M MgCl,，0.1mM EDTA, 0.01M 8- 玖 基 乙 醉 ， 
5% 甘油 。 


本 文 于 1981 年 11. 月 收 到 。 
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C. 0.05M Tris-HCl, pH8.0, 0.lmM EDTA，0.01M p-3## CB, 5% 甘油 。 

(2) BEARER 0.01M Tris-HCl, pH8.0, 0.01M MgCl,, 0.1M KCl, 0.01M B-3% 
ECE, 50% 甘油 。 

(3) 制备 染色 质 的 缓冲 液 

I. 0.01M Tris-HCI，pH7.5，0.025M KCl, ImM MgCl, lmM CaCl,, 5mM 6-3 4% 
乙醇 ,0.1mM ERER (PMSF) 

II. 0.01M Tris-HCl, pH7.5, 0.025M KCl, l1mMMgCl,, ImM CaCl,, 5mM 8B- 纹 基 
C, 0.lmM- PMSF, 0.25M FERRE 

Ill. 0.05M Tris-HCl, pH7.9, 5mM. MgCl, 0.lmM EDTA, 5mM 6-3) ELR, 
0.lmM PMSF, 25% 甘油 。 

IV. 0.01M Tris-HCl, pH7.9, 0.lmM PMSF, 

3. 大 肠 杆 菌 RNA 聚合 酶 的 提取 

参考 Burgess (1969), Mangel (1974) 等 的 方法 。 大 肠 杆菌 E. Coli K12 在 1.6% 
EAR, 1% 牛肉 各 ,0.5% 氧化 钠 ，pH7,.2 一 7.5，37sC 培养 16 小 时 ,用 连续 离心 机 收集 
Ho —20C 保存 。 每 200 克 菌 体 加 300 毫升 缓冲 液 A,， 在 冰 盐 浴 中 超声 波 破 碎 菌 体 ， 
用 MSE-40 离心 机 ,2406 号 转 头 , 25,000 转 / 分 离心 45 分 钟 ,以 除去 细胞 碎片 , 上 清 液 加 
国体 氢化 钾 达 0.3M 浓度 , 每 10 毫升 上 清流 加 0.23 Fe Cie) 已 经 处 理 并 用 含 0.3M KCl 
浓度 绥 冲 液 A 平 衡 的 DEAE- 纤 维 素 , 0 一 4°C 搅拌 20 分 钟 ， 同 样 于 13,000 转 / 分 离心 10 
分 钟 。 上 请 流 加 固体 硫酸 贸 ; 取 33% 及 50% 人 饱和 度 硫 酸 铵 沉淀 部 分 溶 于 缓冲 液 B, 再 加 
MRR 42% 饱和 度 , 离 心 ,沉淀 深 于 缓冲 液 B, 接着 上 DEAE- 纤 维 素 柱 \ 柱 预先 用 缓冲 
液 B 平 衡 , 2 X 50 厘米 ) 用 0.13M KCl MAR BREESE Am 二 0,1， 最 后 用 含 
0.23M KCl ORM CUR, 收集 含 酶 蛋白 部 分 , 加 固体 硫酸 贸 到 50% 饱和 度 , 离心 收 
集 沉淀 ,用 少量 储存 液 溶 解 , 于 一 20°C 保存 。 

4. 脱氧 棱 糖 核酸 酶 活力 测定 

总 反应 体积 100 微 升 中 含 小 牛 胸腺 DNA 20 微克 ，0.04M Tris-HCl, pH7.9, 0,01M 
MgCl, 0.lmM EDTA, 12mM 8- 琉 基 乙 醇 ，0.15M'KCl，0.8mM K,HPO, 05 毫克 / 毫 
升 牛 血清 日 蛋白 ,加 入 0.001 一 1 微克 /毫升 牛 胰 脱氧 核糖 核酸 酶 (E, Merck 产品 )。37°C 
保温 30 分 钟 后 加 1.5 毫升 10% ERER ATER 5 分 钟 后 离心 , 取 上 清 液 于 260 毫 
微米 测定 吸光 率 (Azw)o 

5. 核糖 核酸 酶 活力 测定 

参考 Roth (1976) 的 方法 , 稍 作 改进 ,0.2 BF 1% 酵母 总 RNA 溶液 (B. D. H 产 
上 品 , 配 在 缓冲 液 B 中 ) 50.1 毫升 含 5 一 45 毫 微克 不 同 量 的 牛 胰 核 糖 核酸 酶 《东风 生化 试 
剂 厂 产品 ) R RNA RART 37°C 保温 30 分 钟 后 , 加 0.3 毫升 沉淀 剂 (120 STKE, 
80 毫升 水 , 5 克 酷 酸 铜 , 加 95% 乙 酸 至 1 升 ) 置 冰 浴 10 分 钟 后 离心 , 取 上 清 液 稀释 30 倍 
Ñ Azxoo 

6. RNA REMEN ME 

参照 细胞 所 三 室 (1977) 的 方法 , 略 加 改变 。100 微 升 反应 体积 中 含 0.04M Tris-HCl. 
pH7.9, 10mM MgCl,, 0.lmM EDTA, 12mM bp- 斑 基 乙醇 ，150mM KCl, .0.8mM K,HPO,, 
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ImM MnCl,, 50mM (NH4)2SO,，4mM 磷酸 肌 酸 ，2 微克 肌 酸 激酶 。U TP, GTP, CTP, 
ATP 各 0.15mM, *H-ATP1.5 微 升 ( 比 放 射 .20Ci/mM ) ,小 牛 胸腺 DNA 10—40 微克 ， 
适量 的 大 肠 杆 菌 RNA RGM. 37°C 保温 3058, M40 AF DE-81 滤纸 片上 
(%2.3 毫米 ), 投 入 冷 10% 三 氯 醋酸 (内 含 0.02M 焦 磷 酸 钠 ), 固 定 1 小 时 后 , 将 滤纸 片 放 
人 冰冷 的 5% 三 氯 酷 酸 ( 含 0.01M 焦 磷酸 钠 ) 溶 液 中 洗 5 一 6 次 , 再 分 别 以 95% CBSA 
Ak (乙醇 :乙醚 = 1:1) 各 洗 一 次 ,干燥 ; 放 人 人 0.4%PPO 及 0.01%POPOP 的 二 甲 茶 闪 烁 液 
中 ,用 液体 闪烁 计数 器 (NE8312) 测定。 

7. 家 季 及 蔓 麻 每 后 丝 腺 染色 质 的 分 离 

5 HS 4 天 家 鼻 或 苞 麻 条 解剖 取出 后 丝 腺 ,在 冰冷 的 含 0.1mM PMSF 的 生理 盐水 中 洗 
Ce, FRAT RRA FIKPRR, —20°°C 保存 。 实 验 均 在 4°C 以 下 进行 ， 每 次 用 约 
100 对 后 丝 腺 ,每 5 克 温 重 后 丝 腺 加 50 毫升 缓冲 液 ! 于 MSE SR BHR 1 分 钟 。 匀 奖 补 
经 一 层 尼 龙 布 过 诚 , 滤 汗 加 20ml Beth ye TT Bk SE IE 30 秒 , Fae 滤 洒 加 少 遇 绥 冲 波 :II 
在 研 钵 中 研磨 , io 三 次 滤液 合并 后 于 3,000 转 / 分 离心 15 DB MEDIA 
I, ARESTOJ, 再 通过 一 层 尼龙 布 及 一 层 尼龙 绢 纱 过 滤 ， 滤液 加 Tritonx-100 Bk 
后 浓度 达 .0.5% , 轻 轻 搅拌 10 分 钟 , F 3,000 转 /分 离心 15 OSH, TE MIR pK E 
松 的 玻璃 勾 浆 器 中 制 成 悬 祥 和 该， 加 含 2.2M OAK I， 使 混合 被 中 巷 糖 的 浓度 达 2.0 
M, 每 35 毫升 该 悬浮 液 加 在 盛 有 30 毫升 的 2.2M 蔗糖 缓冲 液 1 的 离心 管内 ,于 MSE-75 离 
心机 ，2,000 转 / 分 离心 60 分 钟 (SW24), BBOMTREDB, MARELE. 用 
滤纸 擦 净 管 壁 。 用 缓冲 液 II 小 心 冲洗 沉淀 表面 ,用 玻 棒 轻 轻 悬 浮沉 淀 ， 取 少许 作 涂 片 染 
EMR KARE 20 倍 体积 缓冲 液 II 洗涤 二 次 (5,000 转 / 分 ，15 分 钟 )， 用 20 
倍 体积 缓冲 液 IV 洗 一 次 ， 放 人 缓冲 液 IV 中 过 夜 ， 再 用 缓冲 液 IV 洗涤 已 张 破 的 核 5 一 6 
次 , 每 次 用 20 倍 体积 缓冲 液 IV(10,000 转 /分 X 15 分 钟 )， 最 后 染色 质 况 演 用 松 的 玻璃 
IAS HOI SEREA RARER ARAKS 

8. 染色 质 的 化 学 组 分 分 析 

参照 Spelsberg (1971) .等 方法 ,一 定量 的 悬浮 液 用 0.25N HC! 4°C 搅拌 抽 提 三 次 ,以 
提取 组 蛋白 ,沉淀 部 分 经 5% TAR 950C 抽 提 60 DHL ALAARA ZZREN DNA, 
沉淀 部 分 溶 于 0.2N NaOH， 测 非 组 蛋白 。 BARA Lowry 法 测定 。 RNA RA 0.3N 
KOH 37°C 抽 提 染色 质 一 小 时 后 离心 , 清 液 加 过 氧 酸 酸化 至 0.3N, 用 地 衣 酚 试剂 测定 。 

9. SDS RA RRB 

按 Liew (1975) 的 方法 ， 分 离 胶 浓 度 为 18 多 (丙烯 酰胺 :次 甲 基 二 丙烯 酰胺 = 30: 
0.15)， 组 冲 液 为 0.75M Tris-HCl, pH8.8, & 1% SDS。 浓缩 胶 浓 度 3% (丙烯 酰胺 :次 
甲 基 二 丙烯 酰胺 = 10:0.5), 板 为 10 x 10 x 0.2 厘米 :电泳 缓冲 液 为 0.05M Tris-HCl, 
pH8.3, @1%SDS, 蛋白 样品 约 2 毫克 /毫升 , BT pH7.0，0.01M 磷酸 缓冲 液 , & 1% 
p- 蔬 基 乙 醇 , 1%SDS。 电泳 前 样品 在 沸水 浴 中 处 理 3 分 钟 。 组 蛋白 电泳 样品 量 为 30 微 
Wo 染色 质 电泳 样品 为 120 微克 。 电泳 条 件 为 40 毫 安 / 板 ,7 小 时 。 BREAK 
ELF 10% kR 50% 乙醇 中 国定 过 夜 ， 用 考 马 斯 亮 蓝 染色 《0.2 克 染 料 溶 于 100 毫升 
10% 乙酸 50% 乙醇 中 ) 4 一 8 小 时 > 于 固定 液 中 褪色 。 用 和 人 血清 白 蛋 白 ,纯化 的 免 度 球 蛋 
自 , 细 胞 色素 C 作 标准 蛋白 质 。 
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10. 家 等 及 攻 麻 短 后 丝 腺 染色 质 转录 活性 的 测定 
用 方法 6, 以 染色 质 取代 小 牛 胸腺 DNA. 作为 样板 ,在 保温 过 程 中 间歇 振荡 反应 管 。 
be ae 
1 RNA 聚合 酶 活力 测定 
按 上 述 方法 抽 提 的 RNA- 聚 合 酶 ,在 一 定 条 件 下 ,以 小 牛 胸 腺 DNA 为 样板 , 促进 标记 
的 核 昔 酸 的 离 体 参 人 , 参 人 的 活性 依赖 于 DNA 量 , 酶 量 、 能 量 ,能 县 再 生 系统 及 二 价 金属 
离子 。( 见 图 1 及 表 1) 
2. 家 等 及 茧 麻 委 后 丝 腺 染色 质 的 组 成 分 析 
(1) 全 波 测定 “将 分 离 的 后 丝 腺 染色 质 溶 于 0.05 
M HREINA, pH7.6, WS 5M RA, 2.5M NaCl, 
0:lmM PMSF; F 230—320 毫 微米 波长 范围 内 测 得 其 
全 波 波 型 与 鼠 肝 染色 质 〈Bonner，1968) 的 全 波 图 形 
相似 《 见 图 2 和 .3)。 两 种 敌后 丝 腺 染色 质 的 吸收 
低 峰 波长 约 为 .240 FE GOK, Tn HS AY ER EE RK 
DNA 的 吸收 低 峰 为 230 毫 微米 。 Am/Ax E Asn/ 
0 一 一 7 Axo 的 比值 见 表 2, 它 表 明 分 离 的 染色 质 的 紫外 吸收 
DNA (g/100pl) 光谱 符合 染色 质 的 特性 。 
图 1 DNA. 重 与 标记 核 苷 酸 参 人 关系 《2) .染色 质 的 组 成 分 析 KER RRR 
《元 整体 系 37°C Rill) 色 质 的 组 蛋白 、 非 组 蛋白 、RNA 量 与 DNA 量 的 相对 
比值 见 表 3。 家 蚕 后 丝 腺 染色 质 的 非 组 蛋白 量 比 高 等 动物 的 染色 质 中 非 组 蛋白 的 量 高 。 
蓝 麻 丢 的 后 丝 腺 染色 质 的 化 学 组 分 与 高 等 动物 染色 质 相 近 s 但 两 种 算 的 后 丝 腺 染色 质 的 
RNA 含量 稍 高 。 这 可 能 是 与 5 龄 期 蚕 后 丝 腺 正 处 在 大 量 合成 丝 心 蛋白 的 特性 有 关 。 
(G) 后 丝 中 染色 质 组 蛋白 ， 非 组 蛋白 电泳 图 谱 分 析 ” 蚕 后 丝 腺 染色 质 及 鼠 肝 染色 质 
经 0.25N HCI, F 4°C 搅拌 抽 提 三 次 (每 次 1 小 时 ); 离心 * 上 清 液 加 9 倍 体积 丙酮 沉淀。 
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£1 反应 物 对 参 入 的 影响 


系 统 活力 (9%) 

完整 系统 37°C 保温 100 
完整 系统 25 人 C 保温 101 
ide RNA RAN 0 
减 去 小 牛 胸腺 DNA 0 
RE K,HPO, ‘138 
减 去 MnCl, 70.2 
RE CNH,),SO; 58.6 
RE ATP; ĠTP, CTP, UTP 5.9 
减 去 CP-CPK 8.5 
RE DNA + 酵母 tRNA 1.2 
完整 系统 十 利 福 霉 索 | 





注 : JFR DNA 20pg, BER tRNA Sug, AER 
浓度 0.05mg/ml 
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1 波长 Cam) 220 240 260 280 300 320 
| 1 波长 (nm) 
图 2 家 稚 后 丝 腺 染色 质 全 波 图 形 ” 3 BRARZRE BASRA 
~ 一 一 限 肝 染色 质 一 一 RR 一 PAK tx Ja 22 RX DNA 
一 一 BRRAZRA OR 


表 2 染色 质 紫 外 吸收 比值 


mf hk 


REBZRREAR 


BERK 2k 22 E I 


鼠 肝 染色 质 


家 盘 后 丝 腺 染色 质 
(Sridhara 法 ) 





表 3 染色 质 组 分 分 析 

















th ts iE se 组 蛋白 fess | 
| = DNA DNA DNA 
家 外 后 丝 腺 1.03 一 1.16 1.6 一 1.8 0.14 一 0.16 
BRB BAR | 0.90—0.97 0.95—1.02 0.14—0.18 


CC 















REMER (Bonner 法 ) 1.9 4.7 0.97 
KRME 《Sridhara 法 ) 1.1 2.4 0.19 
ia FF 1.15 0.93 0.04 


收集 组 蛋 日 ,经 丙酮 洗涤 后 于 燥 。 组 蛋白 的 SDS- 素 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 图 谱 见 图 4 AA 
AY UL, BoA ZR AS HA, HB, H;, H eRe. RR HLA, HB 
SRE, 4 种 来 源 的 染色 质 组 蛋白 Hi 的 电泳 相差 较 大 。 

图 5 ARSREREREARE AR SDS- 聚 丙烯 酰胺 电泳 图 谱 ， 初步 分 析 表 明生 的 
后 丝 腺 染色 质 蛋 巴 带 约 有 30 多 条 , 其 中 部 分 蛋白 分 子 量 范 围 小 于 30,000, 大 部 分 蛋白 的 
分 子 量 低 于 70,000, 
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图 4 不 同 来 源 染色 质 组 蛋白 电 沪 图谱 图 5 染色 质 蛋白 电泳 图 谱 
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C. 药 麻 鼻 后 丝 腺 染色 质 D 小 牛 胸腺 染色 质 C. BRA RURRAREA D 标准 蛋白 


4 反应 液 各 组 分 对 家 看 及 萝 麻 算 后 丝 腺 染色 质 
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图 6 家 委 后 丝 腺 染色 质 DNA 
与 °H-ATP 参 人 的 关系 
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(4) 后 丝 腺 染色 质 的 转录 活性 ， 按 本 文 方法 分 离 的 家 鼻 及 万 麻 鼻 后 丝 腺 染色 质 ， 在 
大 肠 杆菌 RNA 聚合 酶 作用 下 ， 可 以 促进 标记 核 昔 酸 的 参 人 。 参 人 量 依 赖 于 染色 质 的 
DNA 量 、 二 价 离子 、 能 量 及 能 量 再 生 系统 OLE 6 和 表 4)。 不 同 温度 下 的 参 人 时 间 曲 
线 ( 见 图 7 和 8) 表明 ,家 午后 丝 腺 妆 色 质 , 370 参 人 反应 的 初速 度 大 于 25%C，, 保温 60 分 
钟 两 者 参 人 量 相近 。 BRBRLRYERWSA DRE 370 亦 大 于 25°C, 但 前 者 在 10 
分 钟 内 达 平 值 , 因 此 在 保温 60 分 钟 时 .25%c 的 参 人 人 约 为 37°C 参 人 的 一 倍 。 

讨 论 

1 .本文 参照 Suzuki 〈1976 广 .的 方法 ,用 高 浓度 KCl 使 DNA 5 RNA KEMER, 
代替 Burgess 用 DNase I 处 理 菌 液 的 方法 , 目的 是 和 避免 外 源 核酸 酶 污染 聚合 酶 ， 分 离 的 
酶 中 两 种 核酸 酶 的 含量 均 极 微 。 从 图 1 及 表 2 和 3 可 见 分 离 的 酶 能 依赖 外 源 DNA RA 
色 质 样板 而 促进 标记 核 背 酸 的 参 人 。 反应 系统 依赖 于 能 量 和 能 量 再 生 系统 及 Mnt+， 在 
上 述 系 统 中 外 源 的 总 RNA, .tRNA 几乎 不 能 促进 参 人 。 

当 系统 中 除去 KHPO f, WS ASN, AEE HFS AERALA ARE 
酸 为 底 物 刺激 “ 假 参 人 ”。 分 离 的 酶 蛋白 可 水 解 OT .标记 的 线 状 DNA 因此 ， 酶 应 进 一 
步 纯化 。 

2 .不 同 组 织 的 染色 质 分 离 采用 不 同 的 方法 ,彼此 不 能 通用 。 在 昆虫 类 中 , 除 对 果 蝇 的 
研究 较 多 外 ,其 他 来 源 的 染色 质 分 离 及 其 性 质 的 研究 报道 不 多 。Suzuki (1976) 等 用 光学 
显微镜 观察 家 乔 幼 虫 生长 周期 中 其 后 丝 腺 细胞 核 的 变化 。 乔 在 5 龄 时 ,其 核 已 呈 分 枝 状 ， 
散布 在 胞 浆 中 ,不 能 分 离 到 完整 的 核 。 又 由 于 5 龄 期 拔 后 丝 腺 细胞 合成 大 量 的 丝 心 蛋白 ， 

它 在 空气 中 即 形 成 不 溶解 的 纤维 状 凝 块 。 Sridhara (1977) 报道 丝 蛋 白 凝 块 能 和 与 膜 结 
合 的 核糖 核 蛋 白 结 合 , 也 能 与 粗 内 质 网 、 分 枝 状 核 颗 粒 等 结合 ,使 染色 质 难 以 分 离 。 因 此 ， 
在 含有 非 离子 型 去 拍 剂 Tritonx-100 及 离子 型 去 拆 剂 去 氧 胆 酸 钠 的 缓冲 液 中 ， 用 大 县 胶 
原 酶 处 理 家 午后 丝 腺 ,再 用 玻璃 匀 奖 器 匀 奖 , 匀 浆 流通 过 线性 芒 糖 密度 梯度 超 离 心 ; 并 用 
Bonner 分 步 洗 桨 的 方法 分 离 家 午后 丝 腺 染色 质 。 AR RRR A, 我 们 改 用 简便 的 
MSE - 勾 浆 器 ,以 分 散 丝 心 蛋白 ,经 尼龙 布 及 尼龙 绢 纱 过 滤 , 可 除去 蛋白 块 及 细胞 碎片 。 然 
后 用 Reeder (1973) 的 方法 ， 经 蔗糖 分 级 超 离心 分 离 的 核 部 分 ， 制 成 涂 片 用 苏 木 素 染色 
后 , 特 光 学 显微镜 下 , 只 见 深 紫 色 的 大 小 不 均 的 球状 颗粒 , 观察 不 到 胞 浆 部 分 。 核 颗 粒 在 
低 渗 溶液 中 胀 破 而 经 洗涤 分 离 得 到 的 染色 质 ; 其 紫外 光谱 特性 及 化 学 成 分 符合 染色 质 的 
基本 特性 。 家 乔 及 草 麻 乔 后 丝 腺 染色 质 的 化 学 组 分 的 分 析 表 明 ,我们 所 采用 的 方法 ,分 离 
的 家 乔 后 丝 腺 染色 质 与 Sridhara 分 离 结果 基本 相同 ,而 优 于 Bonner 方法 分 离 的 结果 。 我 
们 用 相同 方法 分 离 的 龙 麻 丢 后 丝 腺 染色 质 ， 也 得 到 较 满意 的 结果 。 分 离 的 苑 麻 蚕 染 色 质 
用 电镜 观察 (新 加 瑞 等 , 1979) 表明 , 仍 保留 天 然 的 串珠 状 高 级 结构 及 核 小 体 。 

3. 短 的 后 丝 腺 染色 质 的 组 蛋白 电泳 分 析 表 明 , 所 分 离 的 染色 质 中 5 种 组 蛋白 均 存 在 。 
由 Sridhara (1977) 分 离 的 家 鼻 后 丝 腺 染色 质 的 组 蛋白 电泳 分 析 只 显示 H, HA, H; 
H 4 种 成 分 。 甜 后 丝 腺 染色 质 组 蛋白 Hs 的 迁移 率 比 小 牛 胸腺 及 鼠 肝 染色 质 H, 小 ， 与 
Sridhara (1977) 的 结果 相同 。 家 乔 的 HA, HB 的 迁移 率 与 苞 麻 乔 的 稍 有 不 同 , 可 能 与 
组 蛋白 的 化 学 修饰 有 关 。 
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乔 的 后 丝 腺 染色 质 非 组 蛋白 成 分 比 哺 尾 动物 的 复杂 。 因 此 ， 我 们 正 试图 进一步 分 离 
染色 质 非 组 蛋白 成 分 ,并 研究 其 对 转录 活性 的 影响 。 

4. PORWR BREYER E. Coli RNA 聚合 酶 作用 下 可 刺激 
标记 ATP 参 人 ,反应 依赖 于 能 量 ` 能 量 再 生 系统 和 Mn++， 并 受 利 福 霉 素 抑制 。 

不 同 温度 下 参 人 的 时 间 曲 线 表 明 ,以 家 鼻 后 丝 腺 染色 质 为 伴 板 ,37ac 时 参 人 在 20 分 
钟 内 呈 直 线 , 25%C 时 参 人 在 30 分 钟 内 星 直 线 、1 小 时 后 两 者 参 人 相近 。 而 当 用 划 麻 蚕 后 
丝 腺 染色 质 为 样板 时 , 1 小 时 25°C 的 参 人 为 37°C 的 一 倍 。 这 似乎 同 家 和 与 龙 麻 备 后 丝 
腺 的 不 同 特性 有 关 。 利 福 老 素 对 区 麻 彼 后 丝 腺 染色 质 的 参 人 抑制 为 50 多 左右 ,由 于 利 福 
和 霉 素 主要 抑制 RNA 合成 的 起 始 , 这 表明 约 一 半 的 参 人 是 RNA 链 的 延长 。 
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CHROMATIN FROM THE POSTERIOR SILK GLANDS OF BOMBYX 
MORI AND PHYLOSAMIA CYNTHIA RICINI: PURIFICATION 
AND CHARACTERIZATION 


ZHANG XIAN-YANG Tune Lin (Liv PENG DU DuUANG-JE 


(Shanghai Institute of Biochemistry, Academia Sinica) 


The purification: and characterization of chromatin from the posterior silk gland of two 
species of silkworm—Bombyx mori and phyldsamia cynthia ricini—were described. These 
were taken from the worms on the fourth day of the fifth larval instar. The results showed 
that the chemical composition and ultraviolet spectra of chromatins thus obtained were simi- 
lar to those of chromatins from higher eucaryotes. The electrophoretic patterns of chromatin 
proteins including histones from the two species of silkworm were compared. The chroma- 
tin isolated could stimulate the in vitro incorporation of isotopically labelled ATP when exo- 
genous E. coli RNA polymearse was added. The relationship between the incorporation of 
labelled ATP and the DNA content of chromatin and the influence on incorporation in vitro 
of such factors as available energy regeneration systems, Mn++, rifamycin and others were 
studied. In vitro incorporation time curves for the two chromatins at 25°C and 37°C were 
compared. 


